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Pt. , Efekty dziatania chemicznego filtra UV, benzofenonu-3 w komérkach nerwowych

myszy”

Rozwdj cywilizacji oraz wzrost zapotrzebowania na rézne przedmioty wprowadzane
przez rézne branze przemystu, a majgce ufatwic¢ zycie cztowieka, pociggajg za sobg rozwdj
konkretnych gatezi przemystowych. Jedng z najwiekszych jest branza chemiczna,
dostarczajgca coraz to nowych sktadnikdéw stosowanych w produkcji tworzyw sztucznych,
barwnikdw czy kosmetykdéw. Czes$é z tych nowych zwigzkdéw chemicznych jest nieszkodliwa dla
ludzi i Srodowiska, jednak wiekszos¢ z nich okazuje sie mie¢ niekorzystny wptyw na szeroko
pojetg przyrode oraz na organizm cztowieka. Czesto to negatywne dziatanie wychodzi na jaw
po dtuzszym czasie, kiedy dany zwigzek chemiczny znalazt juz zastosowanie w produkcji wielu
przedmiotdw codziennego uzytku.

Taka sytuacja ma miejsce w odniesieniu do benzofenonu-3, inaczej zwanego
oksybenzonem, substancji o wtasciwosciach filtra UV. Ze wzgledu na swoje witasciwosci,
chronigce przed dziataniem promieni stonecznych, znalazt on zastosowanie w produkcji
plastiku, tekstyliow, zywic, farb i lakierow, a przede wszystkim w kosmetyce jako sktadnik
balsamdéw przeciwstonecznych, kremdéw, szampondéw i lakieréw do wtoséw czy paznokci.
Produkcja benzofenonu-3 siegneta setek ton rocznie, zanim odkryto negatywne efekty
kontaktu z tym zwigzkiem. Benzofenon-3 moze wnika¢ bezposrednio przez skore i
akumulowac sie w organizmie oddziatujgc na niego niekorzystnie. Niepokojgce sg doniesienia
o mozliwym negatywnym dziataniu benzofenonu-3 wynikajgcym z prenatalnej i/lub

postnatalnej ekspozycji dzieci i jego udziatu w chorobach rozwojowych.



Przedstawiona do oceny praca doktorska wtgcza sie w nurt badan nad toksycznym
dziataniem benzofenonu-3, w tym przypadku nad toksycznym dziataniem na komorki
nerwowe. Powigzanie znanej estrogennej aktywnosci benzofenonu-3 z potencjalnym
zaburzeniem procesOw rozwojowej apoptozy, autofagii oraz mechanizméw epigenetycznych
zachodzacych w komodrkach nerwowych zaowocowato ciekawymi wynikami stanowigcymi
tres¢ przedstawionej pracy. Przedstawione przez doktorantke badania molekularnych
oddziatywan bensofenonu-3 na wspomniane procesy poszerzajg w duzym stopniu wiedze na
temat neurotoksycznego dziatania tego zwigzku.

Przedstawione do oceny rozprawa doktorska skonstruowana jest w formie spinki
opublikowanych prac z dotaczong czescig opisowa, sktadajaca sie z obszernego wstepu, po
ktdrym autorka umiescita skondensowany opis hipotezy roboczej i cele pracy. Gtéwne metody
zastosowane w pracach przedstawione zostaty w formie klarownego schematu graficznego, a
dodatkowe informacje o stosowanych metodach znalazty sie w czesci w ktérej oméwiono
wyniki doswiadczen z poszczegdlnych prac.

Doktorantka jest autorkg kilkunastu prac opublikowanych w miedzynarodowych
czasopismach, a do spinki wybrata trzy tematycznie spdjne prace, w ktérych jest pierwszym
autorem. Prace te opublikowane zostaty w wysoko impaktowanych czasopismach, a
oswiadczenia wspoéfautoréow tych prac oraz samej doktorantki wskazuja na wiodacy wktad
Doktorantki w ich powstanie. Wigzacym te trzy prace tematem jest benzofenon-3 oraz jego
oddziatywanie na komédrki nerwowe.

Wstep wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy, pozwalajgc zapoznac sie z
charakterystyka chemiczng badanego zwigzku oraz ze znanymi juz negatywnymi ubocznymi
efektami powszechnego stosowania go jako filtra UV. Jak sie wydaje, jednym z najwiekszych
niebezpieczenstw dla organizmu ludzkiego jest stosowanie balsaméw i kremodw zawierajacych
benzofenon-3, ktory do$é tatwo przenika do tkanek wewnetrznych. tatwos$é z jaka
benzofenon-3 przedostaje sie do tozyska, ptynu owodniowego, krwi pepowinowej i ptodowej
oraz mleka matek, moze wskazywac na jego udziat w nieprawidtowym rozwoju neuronéw w
fazie embrionalnej oraz postnatalnej.

W dalszej czesci wstepu znajdujemy informacje dotyczgce proceséw komorkowych na
ktére moze mie¢ wptyw benzofenon-3, takich jak apoptoza, autofagia czy mechanizmy

epigenetyczne. Znajdujemy rowniez opis receptoréw, ktore wykazujg wrazliwosé na obecnosé



benzofenonu-3, takie jak receptory estrogenowe, retinoidowe typu X (RXR) czy receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysoméw typu gamma (PPARy).

Ta czes¢ pracy doktorskiej generalnie mi sie podoba i jest Swiadectwem bardzo dobre;j
orientacji doktorantki w zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy. Moje zastrzezenia
budzi jedynie stwierdzenie, ze wyniki zamieszczone w pracy Schlecht i wsp. z 2004 roku byty
jedynym doniesieniem na temat dziatania benzofenonu-3 w uktadzie nerwowym. Sg dwie
przyczyny moich zastrzezen - po pierwsze we wspomnianej pracy pokazano efekty dziatania
benzofenonu-3 w macicy i przysadce mozgowej. Przysadka modzgowa jest gruczotem
wydzielniczym i mimo, iz jej ptat tylny zbudowany jest z komdrek glejowych i widkien
nerwowych, nie stanowi ona elementu uktadu nerwowego. Po drugie, Fediuk DJ i wsp. w pracy
z 2010 roku pokazali neurotoksyczne dziatanie benzofenonu-3 na hodowlach neuronalnych,
jednak efekt ten obserwowali dopiero po 7 dniowej ekspozycji na ten zwigzek. Szkoda, ze
doktorantka nie wiaczyta tej pracy do dyskusji wynikéw.

W dalszej czesci tekstu Doktorantka formutuje jasng hipoteze badawczg oraz
konkretne cele badawcze, majgce tg hipoteze zweryfikowaé. Hipoteza zaktada, ze
neurotoksyczny i pro-apoptotyczny efekt dziatania benzofenonu-3 w komérkach nerwowych
myszy zwigzany jest z jego oddziatywaniem na receptory estrogenowe, retinoidowe typu X a
takze receptorem PPARy. Ponadto hipoteza zaktada, ze zaburza on procesy autofagii w
komodrkach nerwowych oraz zmienia profil epigenetyczny tych komérek. Doktorantka stawia
sobie za cel zbadanie tych efektéw w hodowlach pierwotnych komérek nerwowych myszy
wystawionych na dziatanie benzofenonu-3 oraz hodowlach neuronéw uzyskanych z myszy
wystawionych na prenatalne dziatanie tego zwigzku. W prowadzonych badaniach doktorantka
korzystata z szerokiego wachlarza metod, od oznaczen biochemicznych, poprzez cytochemie i
immunochemie po nowoczesne metody oznaczania ekspresji mMRNA. Wiedza i bogaty warsztat
badawczy doktorantki Swiadczg o duzej praktyce w planowaniu i prowadzeniu badan oraz
wskazuje na gotowosc do poprowadzenia samodzielnej Sciezki naukowej.

Metody stosowane w badaniach zawartych w pracy doktorskiej mgr Agnieszke Wnuk
sg dobrze dobrane i owocujg ciekawymi wynikami. Zastanawia mnie jednak, dlaczego w tej
czes¢ badan, w ktorych benzofenon-3 podawano ciezarnym samicom, oznaczenia
prowadzono na hodowlach neurondw zaktadanych z embrionéw narazonych na prenatalng
ekspozycje na benzofenon-3, a nie na materiale tkankowym, ktéry mozna byto uzyskac z tych

embriondw, a jeszcze lepiej z kilkudniowych oseskow. Komorki nerwowe w warunkach
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hodowlanych nie zawsze w petni reprezentujg zmiany zachodzgce w neuronach po ekspozycji
dawcy na toksyczny zwigzek. Ta uwaga nie ma na celu poddania w watpliwos¢ uzyskanych
wynikéw, a jest jedynie sugestig na przysztosc.

Wyniki zawarte w publikacjach wybranych do przedstawionej rozprawy doktorskiej
mgr Agnieszki Wnuk w logiczny i interesujgcy sposdb prowadzg nas przez kolejne etapy pracy
zmierzajgcej do realizacji postawionych celéw badawczych i potwierdzenia zatozen hipotezy
badawczej. W pierwszej pracy z cyklu tworzgcego prace doktorska, doktorantka wykazata, ze
juz 25 uM stezenie benzofenonu-3, odpowiadajace stezeniu zakumulowanego zwigzku w
tkance ttuszczowej cztowieka, wykazato neurotoksyczne i pro-apoptotyczne dziatanie na
hodowane neurony. Dziatanie to zgrabnie powigzano z hamowaniem przez benzofenon-3
funkcji receptoréw ESR1 i PPARy oraz stymulacjg ESR2 i GPER1. Zmianom tym towarzyszyta
zmian ekspresji receptoréw. W drugiej pracy wykazano, iz wywofana dziataniem benzofenonu-
3 apoptoza jest zwigzana ze stymulacjg sygnalizacji zwigzanej z receptorem RXRa przy
jednoczesnym ostabieniu $ciezek zwigzanych z RXRB/RXRy. Wykazano tez, ze benzofenon-3
uposledza autofagie i zmienia status epigenetyczny badanych komérek nerwowych. W
ostatniej pracy cyklu pokazano, ze prenatalna ekspozycja na benzofenon-3 uposledza
ekspresje kanonicznych receptoréw ESR1/ESR2 oraz zwieksza ekspresje receptora zwigzanego
z biatkiem G - GPER1, czemu towarzyszy nasilenie proceséw apoptotycznych w hodowanych
neuronach. Wyniki te wskazujg, ze prenatalna ekspozycja na benzofenon-3 moze wigzac sie z
powstawaniem nieprawidtowosci i zaburzen na wczesnym etapie rozwoju uktadu nerwowego,
ktdre mogg ujawnic sie dopiero w dorostym zyciu. Szkoda, ze nie przeprowadzono zadnych
badan behawioralnych na dojrzatych szczurach poddanych prenatalnej ekspozycji na
benzofenon-3; mogto by to dostarczy¢ dodatkowych informacji na temat toksycznego
dziatania benzofenonu-3.

Uwaga na marginesie — przegladajgc pierwszg w cyklu publikacje zauwazytam, ze
prazek pokazujacy ekspresje biatka PPARy po ekspozycji neurondéw na benzofenon-3
przedstawiony na Ryc. 8c, jest znacznie mocniejszy niz w kontroli. Podejrzewam, ze jest to
zwykty btad edytorski, gdyz tabelka (Ryc. 8d) oraz tekst pracy informuje nas, ze ekspresja tego
biatka zmalata pod wptywem dziatanie benzofenonu-3.

Obszerna dyskusja analizujgca wyniki badain nad dziataniem benzofenonu-3 na
hodowle pierwotne neuronéw oraz zmian zachodzgcych w neuronach embrionéw poddanych

prenatalnej ekspozycji, wskazuje kolejny raz na dobrg znajomos¢ tematu oraz umiejetnosé
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doktorantki dyskutowania otrzymanych wynikéw z wynikami innych badaczy pracujgcych nad
tym samym problemem. Klarowne podsumowanie i logiczne wnioski potwierdzajg
umiejetnos¢ doktorantki wnikliwej analizy wtasnych wynikéw.

We wniosku koncowym mgr. Agnieszka Wnuk wyraznie podkresla nowe elementy,
jakie przedstawione badania wniosty do ogdlnej wiedzy, dodajgc czytelne, graficzne
podsumowanie wynikow.

Doktorantka wskazuje, ze zawarte w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej
badania po raz pierwszy wykazaty bezposredni zwigzek ekspozycji na benzofenon-3 z indukcja
apoptozy, zahamowaniem autofagii oraz zmiang wzoru epigenetycznego komérek nerwowych
uzyskanych z embrionéw myszy. Zmiany ekspresji i zaburzenia funkcji receptoréw
estrogenowych, retinoidowych typu X oraz receptora PPARy obserwowane po ekspozycji na
benzofenon-3 wydaja sie by¢ waznym elementem powyzszych procesow.

Dla mnie szczegdlnie wazne jest ukazanie w tej pracy neurotoksycznego dziatania
benzofenonu-3 w dawce, jaka moze sie akumulowa¢ po stosowaniu zawierajgcych go
kosmetykow zaréwno przez osoby doroste, dzieci jak i kobiety w cigzy. Zgadzam sie ze
stwierdzeniem Doktorantki, ze wykonane przez nig badania mogg pomdéc w opracowaniu
zasad profilaktyki, wzglednie strategii terapeutycznych w przypadku narazenia na wieksze
dawki benzofenonu-3.

Catos¢ rozprawy doktorskiej wskazuje na dojrzatos¢ mgr Agnieszki Wnuk jako
naukoweca i pozwala wnioskowaé, ze jej przyszta kariera jako samodzielnego badacza bedzie
godna uwagi. Wszelkie uwagi zawarte w tej recenzji nie umniejszajg wartosci merytoryczne;j
rozprawy. Wyniki badan w niej zawarte sg niewatpliwie waznym przyczynkiem do badan
prowadzonych nad mechanizmami toksycznego dziatania benzofenonu-3.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Agnieszki Wnuk w petni
spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim zawarte w stosownych ustawach.
Dlatego tez, z petnym przekonaniem przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii
PAN wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Wnuk do dalszych etapdw przewodu

doktorskiego.
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